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(57) Abstract: The invention concerns a method for making bone grafts, while preserving the bone natural structure, in particular in 
type 1 collagen, which consists in submitting natural bone material, in particular that of appropriately cut human femoral heads, to 
a defatting and purifying treatment comprising at least an acetone-extracting step, advantageously preceded by a step of sensitizing 
with pressurised water, and advantageously followed by an extraction step using urea, so as to eliminate all contaminating agents, 
in particular viruses whereof the presence is likely to be present in transmissible form especially in human tissues, such as those of 
hepatitis, poliomyelitis, aids (HIV), and non-conventional agents such as prions of the Creutzfelt-Jakob disease or related spongiform 
encephalopathic diseases. 

(57) Abrege: L* invention propose de realiser des greffons osseux, en preservant la structure naturelle de l'os, notamment en colla- 
w ^ gene de type 1 , a soumettre du materiel osseux naturel, notamment celui de tetes de femurs humains decoupees de maniere appropriee, 
a un traitement de delipidation et de purification comportant au moins une etape d* extraction au moyen d* acetone, avantageusement 
precedee d'une etape de sensibilisation a Teau sous pression, et avantageusement suivie d'une etape d'extraction au moyen d'uree, 
de maniere a le debarrasser de tous agents contaminants, notamment des virus dont on peut craindre la presence en forme transmis- 
sible tout paniculierement dans des tissus d'etres humains, tels que ceux des hepatites, de la poliomyelite, ou du sida (HTV), et des 
agents non conventionnels, tels que les prions de la maladie de Creutzfeld- Jacob et des maladies encephalopathiques spongiformes 
^ apparentees. 
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PROCEDE DE FABRICATION D'UN MATERIAL! DE PROTHESE OSSEUSE 
PAR TRAITEMENT D'UN TISSU OSSEUX NATUREL 

La presente invention concerne la fabrication d'un 
materiau biologiquement compatible par traitement d'un tissu 
osseux d'origine naturelle. Elle a plus precisement pour 
. objet un procede de fabrication de ce genre de materiaux, 
5 mais elle s 1 etend aux installations comportant des moyens 
propres a la mise en oeuvre de ce procede, ainsi qu ' aux 
materiaux obtenus conformement a 1' invention et a leurs 
applications medicales. 

Les materiaux du type vise par l 1 invention sont 
10 destines a etre utilises en tant que materiaux de 
substitution de l ! os, notamment pour constituer des greffons 
osseux ou des implants quand ils sont sous forme de pieces 
solides, ou pour etre utilises sous forme d'une composition 
coulable, notamment pulverulente, en particulier en 
15 stomatologie comme poudre de comblement dentaire ou 
parodentaire . 

Parmi les qualites que 1 1 on demande a ces materiaux, 
il figure principalement : 

- la possibility de reconstituer , par croissance du 
20 tissu osseux sur le materiau, la matiere osseuse qui a ete 

detruite, degradee, ou extraite, c'est-a-dire la capacite du 
materiau a promouvoir 1 1 osteosynthese ; 

- 1 » absence de risque de contamination du receveur par 
un greffon implante, et la, on comprendra aisement que la 

25 condition soit a appliquer de maniere draconienne quand il 
s'agit d'eviter la transmission de maladies difficiles a 
soigner ou susceptibles de contrecarrer la prise d ! une 
greffe. 

Les deux composantes de ces objectifs sont 
30 contradictoires . La recherche d'une osteosynthese rapide et 
durable oriente vers des greffes d'os humain, en autogreffe 
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ou en allogreffe, malgre les inconvenient s des operations 
chirurgicales repetees sur un meme patient et la rarete des 
donneurs, alors que les risques de contamination 
pathologique sont d'autant plus importants que le materiel 
5 provient de l'espece humaine. 

En compromis industriel, il existe actuellement sur 
le marche, des materiaux pour osteoplastie qui sont produits 
a partir de tissus osseux naturels de cadavres ou de 
carcasses de boucherie soumis a des traitements appropries 

10 de purification. lis evitent d 1 avoir a proceder a une 
autogreffe traumatisante pour le patient, ou a une 
allogreffe avec ses risques de re jet et de contamination 
pathogene. Les plus interessants sont ceux qui peuvent etre 
conserves a sec a la temperature ambiante, alors que 

15 d'autres demandent a etre lyophilises ou maintenus a 1 1 etat 
congele (cryo- conservation) . Et malheureusement , ils 
utilisent trop souvent des traitements agressifs qui les 
rendent friables et difficiles a utiliser. En outre, les 
produits ou reactifs classiques que 1 1 on peut utiliser pour 

20 eliminer les agents pathogenes ont 1 ' inconvenient d'etre 
destructifs de la constitution osseuse, ce qui est nocif 
pour les conditions de croissance osseuse sur le greffon par 
osteo- conduction et osteo- induction. 

En progres signif icatif , la deposante commercialise 
25 avec succes un tel materiau, produit par un procede special 
impliquant une etape consistant a soumettre le tissu osseux 
d'origine a un traitement d f extraction realise au moyen d f un 
agent selectif a base d'uree. Ce procede est decrit 
notamment dans le brevet frangais 8 9 15 363 ou dans le 
30 brevet europeen EP 0 502 055. Le principal avantage de 
l'uree reside dans le fait que dans les materiaux obtenus, 
la structure naturelle de 1 1 os est preservee, avec sa 
composition essentiellement a base de collagene de type I . 

On observera qu'en pratique, les materiaux ainsi 
35 commercialises actuellement, de maniere courante, en 
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materiaux d' osteosynthese, sont fabriques a partir de tissus 
osseux preleves sur le squelette d'animaux de boucherie, en 
particulier a partir d'os bovins . Cette solution est 
particulierement commode pour une production industrielle, 
5 dans la mesure ou 1 ' on peut disposer en grandes quantites 
d'os provenant des abattoirs. 

II subsiste des circonstances ou leg chirurgiens ou 
les dentistes souhaiteraient disposer d'un materiau pour 
greffe osseuse presentant les mimes gualites en prise de la 
10 greffe, ainsi que les memes qualites par rapport a des 
gref f ons simplement nettoyes et cryo- conserves 

(disponibilite a faible cout et commodite 

d ! approvisionnement et de conservation notamment) , mais qui 
soit fabrique a partir d'os humain et non plus d'os 
15 d'animaux de boucherie. On peut ef f ectivement comprendre que 
les milieux utilisateurs soient dans ce cas plus confiants 
en 1' absence de risques infectieux. 

L ! un des objectifs de la presente invention est done 
de proposer un procede se pretant avantageusement a 1 ■ emploi 
d'os humain comme materiel de depart, tant du point de vue 
technique et qualitatif que du point de vue economique, dans 
des conditions ou 1 1 on ne peut disposer d'os humain aussi 
facilement que d'os bovin* L 1 invention vise aussi a mieux 
satisfaire aux differentes attentes des milieux producteurs 
et des milieux utilisateurs, sachant que les exigences 
sanitaires deviennent de plus en plus severes de jour en 
jour. Par rapport a 1 1 art anterieur en ce domaine, elle 
ameliore considerablement la securite dans la protection 
contre les risques de contamination divers, en prenant en 
compte, par exemple, tant ceux lies a des epidemies 
existantes dans les cheptels, comme les maladies a prions 
entrainant des degenerescences spongif ormes , assez proches 
de celles que l'on observe dans le syndrome de Creutzfeld 
Jacob, que ceux que l'on doit plutot craindre quand on part 
d'os humain, et la, il convient, de plus, notamment de 
s' assurer d'eliminer tout risque touchant au HIV du sida 



25 



30 
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(virus d 1 immuno-def icience humaine, ou "human immuno- 
deficiency virus" en anglais) . 

Pour ce faire, 1' invention propose de realiser des 
greffons osseux a partir d'un materiel osseux naturel, par 
5 un procede dont les etapes successives comportent au moins 
une etape d' extraction selective des agents pathogenes et 
delipidante au moyen d f ' acetone dans des. conditions de 
temperature n'excedant pas 40 °C. 

Plus precisement, suivant les caracteristiques 
10 secondaires de 1' invention, cette etape d' extraction se fait 
a temperature ambiante ordinaire, de telle sorte que la 
structure osseuse initiale en collagene de type I ne s'en 
trouve pas denaturee . On entend par temperature ambiante 
ordinaire une temperature variant en moyenne entre 18 et 
15 25 °C. 

Cette etape d' extraction au moyen d ! acetone permet 
une delipidation selective, d'ordre chimique, des lipides 
vehiculant des agents pathogenes et des proteines de 
structure non-collageniques . 

20 L' acetone peut eventuellement etre remplacee par une 

autre cetone dite inferieure, c'est-a-dire dont la molecule 
comporte un nombre d'atomes de carbone ne depassant guere 6. 

Pref erenciellement, la molecule de cette autre 
cetone ne possede pas de groupe fonctionnel perturbateur des 
25 proprietes de la fonction cetone. 

Ainsi, suivant ces deux conditions, la 
methylethylcetone ou 1 ' acetobutyrone possedant 

respectivement 4 et 5 atomes de carbone dans leur chaine 
moleculaire, ne comportant pas d ! autres groupements que des 
30 groupements alkyle, peuvent par exemple etre utilisees a la 
place de 1' acetone. 

Cependant , dans le cadre de 1 1 invention, 1 1 acetone a 
1 1 avantage d 1 etre plus aisement miscible a 1 1 eau presente 
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dans la matiere (suite a des etapes de traitement 
prealables) 'que ses homologues. 

Ainsi, suivant 1' invention, cette etape d 1 extraction 
-a 1' acetone est avantageusement precedee d'une etape de 
delipidation classique, dite etape de sensibilisation, par 
lavage a l ! eau sous pression. On entend par etape de 
delipidation classique une action de degraissage d'ordre 
mecanique, ayant pour fonction principale 1' extraction des 
lipides libres, des acides gras et des lipoproteines 
associes a la trame osseuse. 

L' etape d' extraction a 1 » acetone est avantageusement 
combinee a un traitement d' extraction subsequent a l'uree 
comme precedemment propose suivant 1 ■ art anterieur rappele 
ci-dessus (document de brevet europeen 0 502 055 en 
particulier) • 

II est a noter que l f acetone presente l'avantage 
d'etre un produit courant, largement disponible a faible 
cout sur le marche. Ce compose est souvent utilise pour de 
simples operations de degraissage. 

Mais dans ce cas, 1 ' acetone est utilisee en solution 
aqueuse, fortement diluee, a concentration generalement 
comprise entre 1 et 10%, et a haute temperature, 
generalement a ebullition. 

En resultat de 1' invention, 1 • acetone a fait preuve 
d'une capacite analogue a celle de l'uree de permettre une 
extraction selective des proteines non collageniques pouvant 
retenir des agents indesirables tout en conservant la 
structure collagenique essentielle du tissu osseux 
d'origine. De ce point de vue, la cetone est avantageusement 
utilisee pure ou quasiment pure, c f est-a-dire non diluee, a 
une concentration comprise entre 8 0 et 98 %. 

II est a noter que la cetone est pure, de 1'ordre de 
98% lorsque 1 ■ os y est plonge au debut de 1 1 etape 
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d* extraction, mais en raison de 1 ' etape de sensibilisation 
prealable, suivant les caracteristiques secondaires de 
1 1 invention, 1 ' eau adsorbee par 1 1 os traite peut diluer 
1' acetone, et faire ainsi diminuer sa concentration, 1 * os 
5 n'ayant pas ete seche avant de subir cette etape 
d ! extraction a l 1 acetone. La concentration in situ reste 
toutefois tou jours superieure a 8 0 %, et meme le plus 
souvent a 90 %, du moins dans les conditions preferees de 
1' invention. 

10 Ce traitement est eventuellement renouvele, apres 

une etape intermediaire de lavage eiitrainant les residus 
extraits du materiel osseux, de maniere a assurer le temps 
de contact utile dans des conditions optimales. 

Selon un mode de mise en oeuvre prefere, lorsque le 
15 traitement est renouvele, le second bain est plus long que 
le premier et effectue pref erentiellement a temperature 
ambiante ordinaire. 

En outre, 1 1 acetone s'est montree meme preferable a 
l'uree cotnme solvant d" extraction dans le traitement d ! un 

20 materiel de depart constitue d'os humain. La qualite des 
resultats obtenus semble due, au moins pour une bonne part, 
a une meilleure penetration du solvant au sein de 
1 ' echantillon osseux traite, encore amelioree quand cet 
echantillon est prealablement lave a 1 1 eau sous pression 

25 dans 1' etape dite de sensibilisation. De ce fait, on peut 
avant ageu semen t operer sur des echantillons relativement 
gros qu'il n'est pas besoin de fragmenter. 

En particulier, il est apparu avantageux d 1 operer 
sur des blocs d'epaisseiir comprise entre 0,5 et 5 cm, de 
30 l'ordre de 10 a 20 ou 10 a 30 millimetres, comme on peut en 
obtenir en decoupant la source usuelle d'os humain que 
representent les tetes de femur en deux ou trois morceaux. 
On evite de la sorte les pertes inevitables qu'entrainent 
.les operations de broyage avant traitement . On evite aussi 
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d- avoir a reconstituer des greffons aux dimensions de cet 
ordre que demandent certaines applications. 

D 1 autre part, l 1 etude des resultats obtenus par le 
procede de 1' invention, dans ses modes de mise en oeuvre 
5 preferes, a fait apparaitre un effet synergique des 
traitements combines a 1' acetone et a l'uree. II semble que 
1' acetone soit particulierement efficace a extraire les 
virus dits enveloppes, et que l'uree soit au contraire plus 
efficace sur les virus non enveloppes. Quoi qu'il en soit, 

l() diverses analyses, effectuees a divers stades du procede 
suivant 1' invention, ont demontre que par la combinaison de 
ces deux solvants d 1 extraction, dans des etapes 
eventuellement renouvelees plus d'une fois et intercalees 
avec des etapes de lavage et rincage, permet avec une tres 

15 grande securite de debarrasser le tissu osseux de tous 
agents contaminants, notamment d'une part des virus dont on 
peut craindre la presence en forme transmissible tout 
particulierement dans des tissus d'etres humains, tels que 
ceux des hepatites, de la poliomyelite , ou du sida (HIV), et 

20 d' autre part des agents non convent ionnels, tels que les 
prions de la maladie de Creutzf eld- Jacob et des maladies 
encephalopathiques spongif ormes apparentees . 

Conformement a une caracteristique secondaire de 
1' invention, il est avantageux de realiser le traitement a 

25 1' acetone avant celui a l'uree, ce que 1 ' on peut mettre en 
relation avec une meilleure capacite de 1 ' acetone a penetrer 
au sein du materiel osseux, dans les espaces inter- 
trabeculaires . On peut d'ailleurs admettre que cette 
capacite figure parmi les facteurs qui rendent 1 ' interet de 

30 l'etape d- extraction a 1' acetone particulierement sensible 
dans le cas du traitement d'os humain, car elle contribue 
avec le fait que d'une maniere generale, 1 ' ecartement inter- 
trabeculaire moyen y est plus large que dans l'os bovin, 
pour rendre le procede efficace sur des fragments d'os 

55 relativement gros, qui n'ont plus besoin d'etre fragmentes 
avant d'etre mis en contact avec les solvants d* extraction. 
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Mais bien entendu, 1 ' invention ne se limite pas pour autant 
a ce cas d ' application industrielle , et dans tous les cas, 
1' extraction a 1 ' acetone a pour effet complement aire de 
faciliter l'acces au sein du tissu osseux pour les etapes 
5 ulterieures d ' extraction . 

Pour les memes raisons, il est apparu benefique de 
soumettre les echantillons osseux en cours gie traitement, a 
un stade intermediaire entre I 1 extraction a 1 ' acetone et 
l f extraction a I'uree, a une etape de sensibilisation 

K) analogue a celle qui est preconisee en lavage avant 1' action 
de 1 ' acetone . II s'agit done notamment d'exposer le tissu 
osseux a un jet d'eau sous pression, avec pour effet de 
detacher les tissus mous encore presents par une action 
physique de mise en suspension. En utilisant de 1 1 eau 

15 purifiee bacteriologiquement additionnee d'une composition 
detergente, on peut exercer en plus une action preliminaire 
d'ordre chimique avant leur mise en solution par 1 1 agent 
d 1 extraction. Des compositions detergentes non moussantes a 
base de phosphates et polyphosphates alcalins, 

20 eventuellement chlores, se sont revelees particulierement 
efficaces en cela et par une action desinf ectante 
complementaire . Notons que 1' acetone, utilisee dans ce cas 
comme detergent, peut egalement se reveler efficace 
fortement diluee. La concentration des compositions 

25 detergentes a base de phosphates et de polyphosphates est 
pref erentiellement comprise entre 1 et 10 % en poids, et 
notamment de 1 1 ordre de 2 a 5 % en poids . 

L 1 invention presente encore d'autres carac- 
teristiques secondaires qui ont plutot trait aux conditions 

30 de mise en oeuvre dans des installations industrielles . En 
particulier, il est avantageux d'equiper des banques d'os 
collectant des prelevements d f os humains a 1 ' etat congele, a 
proximite du lieu de prelevement pour permettre une bonne 
tragabilite en fonction des donneurs, d 1 installations 

35 automatisees de faible capacite dans lesquelles les 
differentes etapes de procede sont effectuees en serie dans 
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des ateliers aseptises fonctionnant en continu sur des lots 
d'un nombre restreint de tetes de femur (1 a 5 notamment, un 
nombre de une a quatre tetes etant encore preferable) . 

Dans des formes de mise en oeuvre particulierement 
5 elaborees du procede, applique au depart d'os humain et 
observant les conditions specif iques a 1 • invention dans ses 
etapes nouvelles par rapport a 1 1 art auterieur en la 
matiere, combinees a des etapes en elles-memes classiques, 
au moins les etapes initiales de nettoyage mecanique et 

10 lavage a 1 ' eau sous pression, avant et/ou apres decoupage ou 
broyage eventuel, portent sur des prelevements de tissu 
osseux provenant entierement d'un donneur unique, juge sain, 
afin de reduire les risques de contamination croisee. En 
operant avant ageusement a temperature tiede, ici de 1 " ordre 

15 de 30 °C, on peut obtenir une importante elimination des 
lipides, constituants essentiels de la moelle osseuse, 
ramenant leur teneur a environ 2 % seulement . 

Ensuite, les etapes que l ! on peut dire virucides a 
proprement parler (aptes a inactiver les virus specialement ) 

20 peuvent prendre en charge des lots un peu plus importants, 
doubles par exemple. Elles comprennent successivement 
1' extract ion a 1' acetone, l'etape intermediaire d ! attaque 
par une solution detergente aqueuse sous pression, 
1' extraction a l'uree, et un traitement thermique subsequent 

25 (dans des conditions connues pour agir sur le virus du sida 
notamment) avant une sterilisation finale. 

En pratique, on est souvent amene a conduire 
1' extraction a l'uree en faisant passer les fragments osseux 
dans deux bains successifs de solution aqueuse d'uree- 

30 Suivant des caracteristiques secondaires de 

. 1' invention, les bains successifs de solution aqueuse d'uree 
ont des concentrations comprises entre 2 et 10 M, et de 
preference de 1* ordre de 5 a 8 M. 
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Bien qu ' etant a temperatures tiedes, ici de 1 ' ordre 
de 3 0 a 35°C, 1 ' etape d' extraction a l'uree est plus longue 
que 1' etape d' extraction a 1 ' acetone effectuee a temperature 
ambiante ordinaire, ceci en fonction d'une duree de contact 
5 souhaitable plus longue en general que pour 1' extraction a 
1 ' acetone . 

Pour completer la description des caracteristiques 
de 1 ' invention ainsi que celle de ses avantages et 
resultats, on considerera maintenant quelques exemples de 
10 mise en oeuvre, qui bien entendu ne sont pas limitatif s . 

EXEMPLE 1 

II s ! agit de traiter des tetes de femur humaines 
afin d'en eliminer les eventuels agents contaminants, qu'ils 
soient notamment bacteriens, fongiques ou viraux, et 
15 d'obtenir ainsi des greffons osseux qui seront utilises en 
chirurgie corame implant . 

Conformement a 1' invention, le traitement comporte 
principalement deux etapes caracteristiques, qui ont 
essentiellement un role d ' elimination des virus indecelables 
20 eventuellement presents par extraction des lipides et autres 
residus (sanguins notamment) pouvant subsister dans les 
espaces inter- trabeculaires . La premiere utilise comme 
react if 1 ' acetone et 1 ■ autre l'uree. 

Au prealable, chaque tete est debarrassee de sa 
25 partie corticale puis decoupee a 1 ' aide d'une scie 
circulaire, en deux ou trois morceaux selon la taille de la 
tete de femur. On cherche par la a obtenir des echantillons 
correspondent a des hemi-tetes presentant une epaisseur d'au 
plus 16 mm d f epaisseur (a 1 mm pres) , plus eventuellement 
30 une tranche intermediaire d 1 epaisseur au plus egale a 8 mm 
(egalement a 1 mm pres) . 
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Chaque tete est ensuite nettoyee a l'eau sous 
pression (jets sous 100 bars par exemple) jusqu'a ce que 
l'os prenne une couleur blanche a rosee tres claire. 

Les fragments osseux sont ensuite soumis a une 
5 premiere etape d r extraction a 1' acetone, dont 1' act ion est 
la delipidation selective et 1 ' elimination des agents 
pathogenes, realisee en disposant ces fragments, d'abord 
pendant 15 minutes dans un becher d' acetone a au moins 8 0 % 
(en pratique ici a 98 %) , a temperature ambiante de 18 °C, 
10 place dans une cuve a ultrasons, puis ces fragments sont 
introduits dans un nouveau bain d' acetone, place sous 
agitation magnetique pendant 3 heures, a une temperature 
voisine de 18° C. 

II est prevu un volume de 400 ml d' acetone pour 
15 100 g d'os (poids initial). 

Cette etape primaire de delipidation chimique 
selective et d 1 elimination d f agents pathogenes permet de 
debarrasser les os d'un maximum de lipides, vehicules 
potentiels de virus et autres agents contaminants, et des 
20 proteines non collageniques . Elle est poursuivie jusqu'a 
ramener la teneur en lipides a moins de 2 %, alors qu'elle 
etait initialement de 30 a 40 % en poids. 

Les fragments osseux sont ensuite succinctement 
rinces a 1 1 eau purifiee sous ultrasons pendant 3 0 minutes. 
25 Puis ils sont soumis a une seconde delipidation dite 

classique, realisee a 1 1 aide d'un detergent non ionique 
anti-bacterien (a 4%) dans une cuve a ultrasons. Le 
detergent choisi est a base de phosphates et polyphosphates 
alcalins . 

30 Cette seconde delipidation classique permet de 

parfaire 1 ■ elimination des lipides et d ! eventuels debris 
medullaires ainsi que d ! agir a nouveau sur les virus et/ou 
bacteries. Les residus de detergent sont elimines par 
rin?age a 1 1 eau purifiee sous ultrasons. 
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Pour evaluer l'efficacite du traitement, des tetes 
de femur ainsi traitees ont ete analysees . Les analyses 
effectuees comprennent une etude histo-morphometrique et un 
test de coloration en plus du dosage des lipides . Elles ont 
5 permis de constater : 

- que la composition intrinseque de l ! os d'origine est tres 
bien preservee dans sa structure collagenique de type I, 

- que 1 ' acetone parvient tou jours au coeur du materiel 
osseux, bien que celui-ci se presente en blocs de dimensions 

10 importantes (epaisseur comprise entre 8 et 16 mm) et bien 
qu'il s'agisse d'os humain plutot que d'os bovin, 

- et que le taux de purification virale est remarquable, 
notamment dans le cas de virus dits de type enveloppe que 
sont notamment : 

15 - le virus a ADN enveloppe de la maladie d'Aujesky 

(pseudo-rage, PRV) , appartenant a la famille des herpes - 
viridae, 

- le virus a ARN enveloppe de la diarrhee bovine (BVDV) , 
appartenant a la famille des togaviridae, 

20 - le virus HIV de type 1 responsable du sida, a ARN 

enveloppe, retrovirus de 1 ' immuno-def icience chez 1'homme. 

Pour mieux garantir la securisation microbienne et 
virale des greffons finalement, le procede suivant 
1' invention se poursuit, apres le ringage a 1 ' eau sterile, 
25 par un traitement a l'uree 6 M , effectue sous ultrasons dans 
deux bains successifs. Apres chacun, les residus recueillis 
dans l'uree sont elimines par un ringrage a 1 • eau purifiee, 
sous ultrasons. 

Ce traitement complete les effets des operations 
30 precedentes en ce qui concerne l 1 extraction des 
proteoglycanes et des glycoproteines sans detruire les 
proteines collageniques de type I, ainsi que 1' action 
antivirale . 
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Du point de vue de 1' action antivirale en complement 
de celle de 1' acetone, I'uree parfait 1 1 elimination des 
virus dit enveloppes ci-dessus. Elle a prouve en outre une 
action propre particulierement efficace contre les virus 
5 depourvus d' enveloppe que sont notamment : 

- le parcovirus a ADN sans enveloppe de la souris dit 
MVM (pour "minute virus of mice" en anglais) , connu pour 
etre particulierement resistant aux agents physico-chimiques 
usuels, 

10 - le poliovirus ARN non enveloppe responsable de la 

poliomyelite, egalement connu pour sa forte resistance. 

Les fragments osseux obtenus, ainsi delipides et 
contenant uniquement des proteines collageniques , sont 
places dans de 1 1 eau sterile, chauffee a 56-60 °C, sous 
15 ultrasons. Ce traitement thermique a pour finalite 
principale de parfaire la destruction des bacteries et du 
virus HIV. 

Le procede comprend enfin un ringrage a l'ethanol 
puis 1 f evaporation de l f alcool, afin d'obtenir un greffon 
20 final sec. 

Celui-ci se conserve a 25° C, valeur typique pour 
parler de temperature ambiante ordinaire, jusqu'a son 
utilisation. 

EXEMPLE 2 

25 En complement aux essais analytiques deja rapportes 

dans 1 ' exemple 1, on a verifie que 1 ' innocuite du greffon 
final ne se limite pas aux virus convent ionne Is et que le 
traitement suivant 1' invention est potentiellement efficace 
contre les prions, ceux notamment qui sont a 1 1 origine de la 

30 maladie de Creutzf eld- Jacob . 

A cet egard, le traitement d' extraction a I'uree 
joue un role important, qui lui a deja ete reconnu a 
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l 1 occasion du precede applique industriellement a 1 1 os bovin 
suivant la technologie decrite dans le brevet europeen deja 
cite de la deposante. 

Cet effet est cependant encore ameliore ici, dans la 
5 mesure ou le reactif est mis en contact avec le tissu osseux 
apres que celui-ci ait ete soumis a 1 ' etape d ! extraction a 
1' acetone. II est a noter que les etapes de . sensibilisation 
par action d'eau sous pression et/ou d'une solution aqueuse 
detergente ameliorent encore les resultats . 

10 EXEMPLE 3 

Le procede est ici applique au traitement d'os 
humain, sous une forme automatisee. Pour 1 ■ essentiel, les 
etapes sont conduites dans des cabines ou salles blanches, 
avec transfert des produits par robot d'une cuve de 
15 traitement a 1' autre. Les operations demandant "une 
intervention manuelle sont effectuees dans des boites a 
gants . C'est le cas notamment pour les etapes de 
sensibilisation effectuees par projection d'eau sous 
pression . 

20 S'agissant de tetes femorales entieres, prelevees 

chez des patients operes ou decedes pour coxarthrose, chaque 
tete est soumise separement aux premieres etapes de 
nettoyage, decoupage, sensibilisation, jusqu'a l 1 etape 
d* extraction par 1 1 acetone . Les risques de contamination 

25 croisee sont ainsi tres reduits . La petite taille des lots 
soumis aux etapes robot isees (1 a 4 tetes au maximum 
traitees simultanement dans un lot) contribiie a minimiser 
encore ce risque. 

L'os decoupe se presente sous la forme finale de 
30 livraison aux utilisateurs . Les fragments comportent deux 
hemi-tetes de 16 mm d'epaisseur au maximum (partie laterale 
et hemispherique d'une tete femorale) et eventuellement une 
tranche centrale de 8 mm d ! epaisseur au maximum. 



BNSDOCID: <WO 0119424A1 I > 



15 



PCT/FROO/02464 



Avant d' introduire les os dans la ligne de 
traitement, on aura commence par s' assurer que le donneur 
presente le maximum de securite (questionnaire medical et 
analyse serologique) . Seuls les prelevements cryo- conserves 
qui presentent un niveau de securite suffisant pour une 
utilisation therapeutique sont acceptes pour subir le 
traitement complementaire du procede suivant 1' invention. 

Les examens serologiques effectues sont choisis pour 
prouver notamment 1 ' absence de reaction aux essais a 
1 ' ant i corps anti-HIV (type 1), a l'antigene d' hepatite HBs , 
a l f ant i corps anti-HBc, a l'anticorps anti-HCV (virus de 
l'hepatite C) . En attente de traitement, les os retenus, 
encore conditionnes en boites steriles, sont stockes dans 
des congelateurs a -35 °C. 

Le traitement des echantillons commence par une 
etape de decortication qui a pour objectif la mise a nu de 
l ! os spongieux, permettant ensuite aux reactifs de mieux 
penetrer au coeur du greffon. La tete est placee dans une 
cabine isolee avec manipulation a distance a travers les 
parois (boite a gants) dediee a cette etape, puis elle est 
fixee dans un etau afin de la maintenir immobile. A 1 1 aide 
d'une f raise pneumatique, 1 1 os cortical est progressivement 
abrase . 

Puis, la tete est nettoyee par projection d'eau sous 
pression (eau osmosee sous pression filtree bacterio- 
logiquement) additionnee d'une composition organique de 
detergent non ionique a action desinf ectante . Un controle 
visuel permet de verifier la qualite du nettoyage mecanique . 
Cette etape permet de debarrasser la trame osseuse de la 
majorite des elements immunogenes, en particulier des 
lipides et du sang, ainsi que de la moelle. 

Vient ensuite 1' etape primaire de delipidation 
selective et d 1 elimination d 1 agents pathogenes a 1 ! acetone. 
Comme les precedentes, chaque tete y est soumise separement, 
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afin d'eviter toute contamination croisee entre des 
prelevements provenant de donneurs differents. 

Cette etape a pour objectif de debarrasser 1 ' os des 
lipides residuels, vehicules potentiels de virus et autres 
5 agents contaminants, contenus dans la trame osseuse. A 
I'issu de cette etape, 1 ' os est debarrasse de la quasi- 
totalite des debris cellulaires et delipide jusqu'a moins de 
2 % en poids de lipides. Les paniers contenant I'os nettoye 
sont disposes dans un becher contenant de 1' acetone pure 
10 (concentration superieure a 98 %) . Puis, ils sont places 
dans une cuve a ultrasons pendant 15 minutes . Le bain est 
renouvele et cette etape continue sous agitation magnetique 
pendant 3 heures minimum. 

La suite du traitement est entierement robotisee. 
15 Les unites fonctionnent en continu, pour traiter en serie 
des lots de faible capacite, comportant chacun les fragments 
de quatre tetes au maximum. Les greffons sont regus dans--" des 
paniers qui sont transferes par un convoyeur d'un bain de 
traitement a 1' autre. 

20 Tout d'abord, une delipidation classique a 1 1 eau 

sous pression additionnee de f detergent a pour objectif 
d'eliminer au niveau des trabecules osseuses des residus 
lipidiques et des debris sanguins pouvant persister apres 
1 ' elimination d 1 agents pathogenes, mais aussi d'exercer une 

25 action antivirale et action antibacterienne propre . 

Cette etape, entierement automat isee, se deroule 
sous ultrasons pendant une duree de 1 h 2 0 minimum. A 
1 ■ issue de cette etape, le greffon est delipide. II presente 
une trame minerale preservee et contient essentiellement des 
30 proteines d'origine collagenique . 

Suit alors un ringrage qui permet d'eliminer le 
detergent residuel de 1 1 etape precedente . II est effectue au 
moyen d ! eau osmosee filtree bacteriologiquement . 
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Le traitement a l'uree est alors effectue, dans des 

conditions propres a exercer une action antivirale et a 

eliminer principalement les agents transmissibles non 
conventionnels . 

Cette etape est realisee dans une cuve a ultrasons. 
Deux bains successifs a une temperature de 35 °C pendant une 
duree de deux fois deux heures sont utilises- Ceci facilite 
un temps de contact environ double de celui necessaire pour 
1' extraction a 1' acetone. Un renouvellement des bains permet 
d'ameliorer l'efficacite du traitement en assurant 1 ' apport 
de solution fraiche. 

Apres un nouveau ringage pour debarrasser 1 1 os des 
residus d'uree, on precede a un traitement thermique qui a 
un double objectif : exercer une action antibacterienne et 
une action antivirale (elimination complement aire du virus 
HIV) plus une action visant a eliminer tous residus de 
traitement. II se deroule dans de 1 1 eau purifiee au sein 
d'une cuve a ultrasons chauffante. 

Ensuite, un dernier ringage a 1 1 ethanol a pour 
objectif de faciliter le sechage final. 

Apres sechage en chaleur seche, a une temperature 

suf f isamment basse pour ne pas endommager la trame 

collagenique, un produit sec se conservant a la temperature 
ambiante ordinaire est obtenu. 

Apres controle visuel, chaque greffon est 
conditionne et place dans une boite congue a cet effet pour 
etre stocke ainsi en sortie de la chaine de traitement 
automat ique, en attente de leur envoi en sterilisation. 

Cette sterilisation est realisee par rayonnement 
ionisant produit par un faisceau d 1 electrons acceleres qui 
permet une destruction des eventuels micro-organismes 
residuels. Elle off re au chirurgien la garantie d»un produit 
sterile. 
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EXEMPLE 4 



10 



20 



25 



30 



Dans des conditions analogues a ce que 1 ' on a decrit 
a l 1 occasion de 1 ■ exemple 1 ci-dessus, on a soumis au 
traitement de 1' invent ion, d'une part des echantillons d'os 
humain, d' autre part des echantillons d'os bovin. Les uns 
comme les autres etaient concasses en fragments de 
granulometrie moyenne de 1 ■ ordre du centimetre. 

L'histo-morphometrie des greffons apres traitement 
conduit aux resultats suivants : 



Valeurs moyennes pour os 

Volume du tissu osseux (%) 
Epaisseur moyenne des trabecules (/-tin) 
Nombre moyen des trabecules (/mm) 
Ecartement moyen inter- trabeculaire (fim) 



Humain 

27 
178 
1,4 
555 



Bovm 

34 
165 
2,0 
343 



15 Les resultats d'une analyse de la composition 

chimique des differents greffons se traduisent par les 



moyennes suivantes : 



Pourcentage en poids 
Eau 

Calcium Ca ++ 

Phosphore 

Lipides 

Proteines 

Collagene 



Os humain Os bovin 



6,7 % 
23,7 % 
10,7 % 

0,1 % 
29, 9 % 
26,9% 



7,4 % 
22,2 % 
11, 9 % 

0,1% 
29,6 % 
26,4 % 



Dans tous les cas les chiffres respectent une 
proportion de collagene comprise entre 2 0 et 4 0 % en poids 
(plus precisement de 25 a 35 % en poids) et une proportion 
de calcium comprise entre 15 et 25 %, qui temoignent 
ensemble de la conservation de la structure osseuse 
essentiellement composee de collagene et d' hydroxy- apatite, 
et le taux de lipides restant est quasiment inexistant, en 
tout cas nettement inf erieur a 2 % . 
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EXEMPLE 5 

Les produits issus du traitement suivant l'exemple 1 
ont fait l'objet d' etudes de biocompatibilite pour s' assurer 
que le tissu conserve sa f onctionnalite en prothese osseuse 
et gu'il ne soit pas devenu toxique du fait du traitement. 

Les essais normalises ci-apres ont tous donne des 
resultats f avorables : 

- Evaluation du pouvoir sensibilisant induit chez le cobaye 
(selon I SO/ EN 30993-10) , 

- Test de cytotoxicity (selon ISO/EN 30993-5), 

- Test de toxicite systemique aigue (selon ISO/EN30993-11) , 

- Test de genotoxicite (selon ISO/EN3 0993-3) qui comporte : 

Test d'Ames (selon OCDE 471) , 

Test d' aberrations chromosomiques sur lymphocytes 
15 humains (selon OCDE 473) . 

On peut conclure sans ambiguite a une excellente 
biocompatibilite . 

Des essais d ' implantation a long terme en site 
trabeculaire des greffons obtenus par traitement d'os humain 
ont egalement ete realises avec succes . 



20 



Parmi eux, on citera en exemple 1 ' implantation a 
long terme chez le mouton (selon EN 30993-6), suivant 
laquelle on a pu observer une excellente neo-apposition 
osseuse a trois mois. 



25 EXEMPLE 6 



Les conditions operatoires appliquees dans 1' exemple 
1 ont ete reprises sur des prelevements osseux d'origine 
humaine ou d'origine bovine, en ajoutant, suivant les cas, 
une etape de concassage en fragments de dimensions de 
30 l'ordre de l a 3 cm, ou une etape de broyage 



a une 
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gr arm lome trie inferieure a 0,5 cm, en etape precedant les 
traitements essentiels a 1' acetone et a l'uree. 

L'interet d f un broyage n'est guere sensible que dans 
le cas du traitement d'os humain, plus particulierement de 
5 prelevements osseux limites a des tetes de femur, ou lorsque 
le materiau obtenu est destine a des applications qui 
demandent qu'il soit sous forme de poudre . 

EXEMPLE 7 



10 



15 



20 



Des essais ont ete realises pour verifier 1' action 
virucide exercee par 1 1 acetone et par l'uree. 

Les resultats sont resumes ci-apres, pour les virus 
qui ont deja ete pris en consideration a 1 ' exemple 1 ci- 
dessus. lis sont exprimes par les facteurs de reduction en 
log (puissances de 10) , avec, en moyenne : 

Facteur de reduction 

pour le solvant d 1 extraction : 

Acetone 



Virus 



HIV-1 

PRV 

BVDV 

Polio 

MVM 



> 4,32 

> 4,59 

> 4, 95 

> 4, 68 

> 1,22 



Uree 1 

> 4, 19 

> 4, 61 

> 4, 08 

> 5, 19 

> 3,55 



Uree 2 

> 4,19 

> 4, 61 

> 4, 08 

> 5,19 

> 3,55 



II s ' ensuit les facteurs de reduction cumulatifs 



suivants 



25 



HIV-1 

PRV 

BVBV 

Polio 

MVM 



12, 70 

13, 81 
13, 11 
15, 06 
8,32 



30 L* action virucide propre a 1 1 acetone est done 

pleinement verifiee. Elle se combine, avec une preparation du 
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materiel osseux par elimination d' agents pathogenes a coeur 
(reliquat de lipides inferieur, 0,2 % en poids) qui le rend 
plus receptif a 1' action virucide subsequent e, de l'uree. 

La description qui precede explique clairement, 
notamment a 1 ' aide des exemples detailles qui viennent 
d'etre exposes, comment 1 ' invention procede d'une maniere 
que ne pouvait predire l'homme de l'art et comment elle 
permet d'atteindre les objectifs qu'elle s'est fixes. En 
particulier, elle permet de realiser des greffons osseux qui 
sont utilisables sans risque de contamination en chirurgie 
humaine tout en assurant une bonne qualite d ' osteosynthese . 

Bien que 1 • on puisse partir de tout materiel osseux 
animal (le cas d'exemple typique etant celui des os restant 
des carcasses de bovins destinees a la boucherie) , il est 
prefere d'utiliser comme tissu osseux de depart des 
fragments d'os humains, preleves sur des cadavres (il peut 
s'en trouver sous forme d'os cortical, d'os spongieux, ou 
d'os demineralise) ou sur des donneurs vivants (en general 
de l'os spongieux, 1 ' os cortical n' etant disponible qu'en 
faibles quant ites) . Les formes de mise en oeuvre preferees 
de 1' invention sont particulierement adaptees au traitement 
de tetes de femur decoupees de maniere appropriee. 

Le traitement d' extraction par 1' acetone, 
avantageusement combine a un traitement de ' sensibilisation 
par de l'eau sous pression, et avantageusement suivi par au 
moins une etape d' extraction par une solution d'uree 
(preferentiellement deux etapes de ce genre) , permet 
d'atteindre un haut degre de delipidation et de 
purification. Dans les conditions de mise- en oeuvre 
preconisees, ledit traitement d' extraction a 1- acetone a 
tendance a eliminer particulierement les virus enveloppes 
tandis que ledit traitement d' extraction a l'uree a tendance 
a eliminer particulierement les virus nus, non enveloppes. 
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Le procede permet neanmoins de preserver la 
structure d'origine du tissu osseux a base de collagene de 
type I, ce qui est necessaire a une bonne integration par 
osteosynthese sur un greffon osseux implante qui est 
5 constitue du materiau suivant 1' invention. 

Au cas ou cela ne ressortirait pas suf f isamment de 
toutes les explications qui precedent, on peut souligner : 

- que si le procede suivant 1 ' invention se prete sans 
difficulty au traitement d ' echantillons osseux cryo- 

10 conserves apres prelevement , il peut aussi etre applique sur 
place directement apres prelevement, ce qui conduit a une 
reduction des couts et f acilite la tra^abilite des gref f ons 
du donneur au receveur ; 

- que 1 ■ on peut egalement eviter la congelation du 
15 produit finalement obtenu, lequel peut etre conserve a 

l'etat sec ou prealablement lyophilise, a la temperature 
ambiante ordinaire de 18 a 25 °C / 

- que les essais effectues ont confirme l'efficacite du 
traitement d' extraction a I'uree sur les prions, qui est 

20 encore amelioree dans le procede tel que mis en oeuvre 
suivant 1' invention ; 

- que le procede est au total exclusivement a base de 
solvants non agressifs pour I'os et qu'il permet neanmoins 
d'eliminer totalement les lipides et les autres constituants 

25 sanguins porteurs potentiels de virus, et meme les agents 
dits non conventionnels des maladies a prions, etant entendu 
que 1 ' elimination des agents infectieux bacteriens et 
fongiques moins resistants est egalement assuree ; 

- que la possibilite de traiter des hemi-tetes de femurs 
30 humains dans cette conformation constitue un atout 

important, car d'une maniere equivalente au cas d f un 
traitement d'un produit broye a l'etat pulverulent, on 
parvient a faire se succeder en alternance, sur des 
fragments relativement gros, une action physique de mise en 
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suspension des constituants potentiellement nocifs avec une 
action chimique de solubilisation de ces constituants ; 

- que le procede suivant l 1 invention n' utilise pour 
autant que des solvants dont la mise en oeuvre, tout au 
5 moins dans les conditions preconisees pref erentiellement et 
pour les etapes delicates d ' extraction, n'entraine pas de 
risques tels que les risques d' explosion des alcools legers, 
ce qui evite des surcouts pour les installations 
industrielles . 

10 Au total, les greffons obtenus suivant 1' invention 

conviennent aux mimes applications que 1 * os cryo- conserve 
traditionnel . Leurs indications concernent notamment la 
reconstruction ou le comblement de defauts osseux, lors des 
reprises de prothese totale de hanche ou de genou, lors 

15 d* arthrodeses vertebrales, lors de chirurgies d'exerese 
tumorale, lors de la traumatologie ou de toute indication de 
greffe osseuse de l'appareil locomoteur ou du rachis, ou 
encore en chirurgie dentaire. La difference avec les 
greffons cryo- conserves reside dans la securite qu 1 apporte 

20 le procede de traitement auquel les prelevements sont soumis 
conformement a 1' invention vis-a-vis des risques de 
contamination infect ieuse microbiologique, et ce sans 
perturber pour autant leur capacite a favoriser 
1 ' osteosynthese, le traitement ne denaturant pas la 

25 structure osseuse essentielle a cet effet, faite de 
collagene, principalement de type I, et d ' hydroxy- apatite . 
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REVENDICATIONS 

1. Procede de fabrication d'un materiau 
d 1 osteoplastic par traitement d'un tissu osseux d'origine 
naturelle, caracterise en ce qu ' il consiste 

5 essentiellement a soumettre le tissu osseux naturel de 
depart, a des operations successives d' extraction des 
lipides et autres constituants potentiellement po-rteurs 
d' agents pathogenes, comportant au moins une etape 
d' extraction au moyen d'un soivant constitue par une 
io cetone telle que 1' acetone, effectuee a temperature 
n'excedant pas 40 °C, de telle sorte que la structure 
osseuse d f origine a base de collagene de type I est 
preservee . 

2. Procede suivant la revendication 1, caracterise 
15 en ce que ladite etape d 1 extraction a 1' acetone est suivie 

d'une etape d' extraction a l'uree effectuee a une 
temperature n'excedant pas 4 0 °C. 

3. Procede suivant les revendications 1 et 2, 
caracterise en ce que ledit traitement d' extraction a 

20 1 ■ acetone est conduit de maniere a eliminer 
particulierement les virus enveloppes et en ce que ledit 
traitement d'extraction a l'uree est conduit de maniere a 
eliminer particulierement les virus non enveloppes. 

4. Procede suivant l'une des revendications 2 a 3, 
25 caracterise en ce que- ladite etape d'extraction a 

1 1 acetone est effectuee a temperature ambiante ordinaire, 
et que ladite etape d'extraction a l'uree est effectuee a 
sous chauffage leger, notamment a une temperature de 
1'ordre de 30 a 35 °C. 

30 5. Procede suivant la revendication 3 ou 4 , 

caracterise en ce que l'uree est utilisee a une 
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concentration comprise entre 2 et 10 M, pref erentiellement 
entre 5 et 8 M. 

6. Procede suivant l'une des revendications 2 a 5, 
caracterise en ce que ladite etape d ! extraction a l'uree 

5 est precedee d'une etape de sensibilisation a l ! eau sous 
pression. 

7. Procede suivant l'une des revendications 
precedentes, caracterise en ce que ladite etape 
d' extraction a 1 ' acetone est precedee d'une etape de 

10 sensibilisation a 1 ' eau sous pression facilitant la 
penetration du solvant d' extraction au sein du tissu 
osseux. 

8. Procede suivant la revendication 6 ou 7, 
caracterise en ce que ladite etape de sensibilisation est 

15 effectuee au moyen d'eau sous pression additionnee d'un 
detergent non ionique anti-bacterien, notamment a base de 
phosphates et polyphosphates alcalins . 

9- Procede suivant l f une des revendications 1 a 4 ; 
caracterise en ce que 1 1 acetone est utilisee pure, 
20 sensiblement non diluee, ce qui conduit in situ a une 
concentration super ieure a 8 0%. 

10. Procede suivant l'une quelconque des 
revendications 2 a 5, eventuellement complete par l ! une 
quelconque des caracteristiques des revendications 6 a 9, 

25 caracterise en ce que 1' etape d' extraction a l'uree est 
renouvelee au moins une fois pour assurer un temps de 
contact sensiblement double par rapport a l f etape 
d' extraction a l 1 acetone, et eventuellement a chacune des 
etapes dites de sensibilisation suivant la revendication 7 

30 ou la revendication 8. 

11- Procede suivant l ! une quelconque des 
revendications precedentes, caracterise en ce que ladite 
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etape d' extraction a 1 ' acetone est renouvelee, la seconde 
extraction a 1' acetone etant pref erentiellement plus 
longue que la premiere . 

12. Procede suivant l'une quelconque des 
revendications precedentes, caracterise en ce qu'il est 
applique a des prelevements d'os humain decoupes sous 
forme de tranches ou de fragments d'epaisseur comprise 
entre 0,5 et 3 cm, et a ce qu f il est de preference mis en 
oeuvre de maniere automatique sur des lots de faible 
capacite traites en serie, chacun constitue notamment de 
une a quatre tetes femorales humaines prealablement 
soumises individuellement a un nettoyage mecanique . . 
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